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気道表面を覆う粘液の主成分であるムチンタンパ
ク質は物理的な生体防御に重要な役割を果たす
（Fahy et al., 2010）．しかし喘息や COPD患者の気道
では，ムチンの一種である MUC5AC が過剰に産生
されて閉塞し，呼吸を困難にする（Fahy et al., 2002; 







ナルが，粘液ムチン MUC5AC 及び MUC5B の産生
を制御することを発見した（Iwashita et al., 2011; Ito 
et al., 2015; Iwashita et al., 2016）．代表的な ECM構成
タンパク質である 4型コラーゲンからのシグナルは
MUC5ACを減少させる（Iwashita et al., 2010）．この
減少には細胞とECMを結ぶ接着分子インテグリン，
そしてその下流にあるAktやERKキナーゼが介在し
ている（Iwashita et al., 2013; Iwashita et al., 2014）．
4 型コラーゲンからのシグナルが MUC5AC を減
少させるのに対し，ラミニンからのシグナルは
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 ヒト気道上皮細胞株 NCI-H292 を 37℃，5％CO2
の恒温器（ShinMaywa, Japan）で培養した．細胞は
トリプシン-EDTA 2 ml をフラスコに添加し，10分
間 37℃処理した後 1200rpm，4℃で 10分遠心して
細胞を集め，その一部を継代培養に用いた． 
ヒ ト 気 道 上 皮 細 胞 株 NCI-H292 ： Human 
mucoepidermoid pulmonary carcinoma 
Culture Medium：RPMI1640medium (SIGMA, Missouri, 
USA) 
1%penicillin-streptmycin (GibcoOriental, Tokyo, Japan) 
10% fetal bovine serum (cell culture technologies, 
Switzerland) 




NCI-H292 細胞の密度を 1.0×104 cells/100 µl に調
整し，異なる FCS濃度（0.5, 10%）のメディウムで，






細胞に TRIZOL solution（株式会社インビトロゲン 
Tokyo Japan）を 1 mL加え，ピペッティングして溶
解した．約 5分放置し，クロロホルムを 200 µL 加
えた．3分放置した後，高速微量遠心機を用いて 15
分，4度，15K rpm で遠心した．上清を新しい 1.5 mL 
チューブに移しイソプロパノールを 500 µL 加え，
10分放置した後，高速微量遠心機を用いて 15分，4
度，15 K rpm で遠心した．上清を捨て，ペレットに
1mL の 75％エタノールを加え，高速微量遠心機を
用いて 15分，4度，15 K rpm で遠心した．dH2Oを
100 µL加えタッピングにより混和したのち，溶液中
の RNA濃度を Nano Dropにより測定した． 
 
定量 RT-PCR 
RT-PCR 試薬（QuantitectTMSYBR Green RT-PCR 
Master Mix 10 µl, QuantiTectTM RT Mix 0.2 µl, 
10pmol sense primer 1 µl, 10pmol antisense primer 1 
µl, dH2O 3.8 µl, Total Volume 16 µl）を作成した．
LightCycler capillaries（キャピラリー）をサンプル
数分 LightCycler Centrifuge Adaptersに立てた．各キ
ャピラリーに濃度を調節した RNAサンプルを 4 µl
ずつ加え，計 20 µlとして遠心を行った．LightCycler 
（Roche Diagnostics, Switherland）で定量 RT-PCRを
行った．定量 RT-PCRの条件は逆転写 50℃ 20min, 
initial activation 95℃ 15min, PCR を 94℃ 15sec, 






  integrinbeta1SE: AAG TTT CAA GGG CAA ACG 
TG   （ファスマック）  
  integrinbeta1AS: GGG GTA ATT TGT CCC GAC TT 
（ファスマック） 
integrinbeta3SE: CCG TGA CGA GAT TGA GTC A    
（エキシジェン） 
integrinbeta3AS: AGG ATG GAC TTT CCA CTA 
GAA  （エキシジェン） 
integrinbeta4SE: AGA CGA GAT GTT CAG GGA 
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CC   （エキシジェン） 
integrinbeta4AS: GGT CTC CTC TGT GAT TTG 
GAA  （エキシジェン） 
integrinbeta5SE: GGA GCC AGA GTG TGG AAA 
CA  （エキシジェン） 
integrinbeta5AS: GAA ACT TTG CAA ACT CCC TC   
（エキシジェン） 
 
NCI-H292 細胞におけるインテグリン β サブユニッ
トの検出 
ヒトインテグリンのβ3, β4, β5 サブユニット






ラミニン（50 µg/ml）または PBS（CNTL）を 96
穴プレートに 100 µlずつ添加し，一晩コーティング
した．NCI-H292細胞を 1×104 cells/wellに調整し，1µl 
/100 µlになるように抗インテグリン抗体を加えた後，
100 µlずつ 96 well plate（Sumilon, Tokyo, Japan）に播
種した．コントロールも同様に調製した NCI-H292
細胞に，同量のMouse IgGを加え 100 µlずつ播種し





Integrin beta1 Rabbit Ab (Cell Signaling, MA, USA)，
Integrin beta3 Rabbit Ab (Cell Signaling, MA, USA)，
Integrin beta4 Rabbit Ab (Cell Signaling, MA ,USA)，
Integrin beta5 Rabbit Ab (Cell Signaling, MA, USA ) 
 
PI3Kの阻害 
 NCI-H292細胞を 1.0×104 cells/100 µlに調整し，
PI3Kの阻害剤である LY294002を 25μMの濃度で，
CNTLとして DMSOを加えた．ラミニン（50 µg/ml）
または PBS（CNTL）を 100 µlずつ添加し，一晩コ
ーティングした 96穴プレートに各々のNCI-H292細




NCI-H292細胞を 1.0×104 cells/100 µlに調整し，そ
こに溶媒コントロールのDMSO或いはAktの阻害剤
である Akt inhibitorⅠ（Invitrogen, CA, USA）を 20μ
M の濃度で加えた．ラミニン（50 µg/ml），PBS 
（CNTL）を 100 µlずつ添加し，一晩コーティング




した．透過液（0.5% Triton X-100 in PBS）150 µlを添
加し，10分間静置し，PBSで 3回洗浄した．Blocking 
solutionを 150 µl添加し，1時間静置した．Blocking 
solutionを除去し，1.0% BSA in PBSで希釈した一次
抗体を 150 µlを添加し，一晩静置した．一次抗体を











PVDF膜：Immoblion-transfer Menbranes (0.45 µm pore 
size, MILLIPORE) 
TBS溶液：0.02 M Tris-HCL (pH 7.5), 0.1 M NaCl, 
0.1 % Tween-20 
 4%スキムミルク：4% skim milk (Wako) in TBS-T 
 
 ブロッキングした PVDF 膜を一次抗体である抗
MUC5AC 抗体（1:2000）に 1 時間室温で浸した．5
分間×5回 TBS-T溶液で振とうさせながら洗浄した．
二次抗体である ECL抗マウス IgG HRP標識抗体で 1
時間浸した．5 分間×5 回 TBS-T 溶液で振とうさせ
ながら洗浄した．PVDF 膜を ECL 液（Amersham 
Biosciences）で 1分間処理し，LAS-4000 plus image 
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analyzer（FUJI FILM）でムチンタンパク質のスポッ
トを検出した． 
一次抗体：Mouse Monoclonal Anti MUC5AC Antibody 
(Clone45M1) (Thermo SCIENTIFIC, Kanagawa, Japan) 





FCS 濃度の MUC5AC産成への影響  





胞を異なる FCS濃度(0.5, 10%)で 30時間培養後，Dot 
Blot 法で MUC5AC 産生量を検出した．その結果，





時間培養する際の FCS濃度は 0.5%を用いた． 
インテグリンβサブユニットに特異的な primer 
 
図 1 FCS 濃度による MUC5AC 産生への影響 
細胞を 1.0×104cells/100μl に調整し，FCS 濃度
0.5%, 10%の培養液で，PBS(CNTL)またはラミニン
（LM）でコートした 96well プレートで 30 時間培養












図２ インテグリンβ3, β4, β5 mRNA の発現 
インテグリンβ3, β4, β5 サブユニットに対す
る primer を用いて定量 RT-PCR を行いマーカーDNA
（M）と共に電気泳導して cDNA を検出した． 
 







る MUC5AC 産成への影響 
LM または PBS (CNTL)でコートしたプレート上で
NCI-H292 細胞を阻害抗体又は Mouse IgG と共に 30
時間培養した後，サンプリングを行い，Dot blot法
により，MUC5ACを検出した．＊： p< 0.05 
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NCI-H292細胞を 1 x 104 cells/wellに調整し，イン
テグリンの下流に位置する PI3K の阻害剤である









図４ PI3Kの阻害による MUC5AC産成への影響 
LM または PBS (CNTL)でコートしたプレート上で
NCI-H292細胞を PI3Kの阻害剤である LY294002（25
μM），CNTLとして DMSOと共に 30時間培養した後，
サンプリングを行い，Dot blot 法により MUC5AC を
検出した．＊： p< 0.05 
 
Akt阻害による MUC5ACの免疫染色 
NCI-H292細胞の密度を 1 x 104 cells/wellになるよ
うに調整し，そこに PI3K の下流に位置する Akt の







る MUC5AC 産成の増加を Akt の活性が抑制してい
る可能性を示している． 
 
図 5 Akt阻害による MUC5AC産成への影響 
LM または PBS (CNTL)でコートしたプレート上で
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構成変動が起きることがこれまでに報告されている．
その中では 4型コラーゲンに加えてラミニンの変化
も報告されている（Chung et al., 2000, Johnson et al., 
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The regulation of the MUC5AC production by the laminin/integrin pathway in 
the human lung epithelial cell line
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Asthma or COPD is defined as a chronic inflammatory disease of the airways, and causes breathing problems. These diseases are characterized
by the presence of lung inflammation, the release of inflammatory cytokines, and the hypersecretion of MUC5AC mucin in the airway. In our 
previous study, we found that laminin, an extra cellular matrix (ECM) protein, increases MUC5AC production in the human airway cell line. 
However, the mechanism incrementing MUC5AC production by laminin remained unclear. In this study, we investigated the molecular 
mechanism incrementing MUC5AC production by laminin in the NCI-H292 human lung epithelial cell line. The association of cells to the ECM 
molecule, e.g., laminin, was mediated by the integrin/PI3K/Akt signaling pathway. In NCI-H292 cells, the expression of mRNA integrin β3, β4, 
and β5 subunits was detected. The inhibition of integrin β3 and β4 subunits suppressed the increase of MUC5AC production induced by laminin, 
but the inhibition of the β5 subunit did not. The inhibition of PI3K also suppressed the increase in MUC5AC production induced by laminin. In 
contrast, the inhibition of Akt promoted an increase in MUC5AC production induced by laminin. These results suggest that laminin increases
MUC5AC production with integrin β3 and β4 subunits via PI3K, and Akt suppresses MUC5AC overproduction by laminin. The 
ovalbumin-induced asthma model in a mouse is a strong tool for assessing the in vivo efficacy of anti-asthma remedies.
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